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Abstract 
Objective: To observe the relationship between the expression of aquaporin-1 (AQP1) and the abnormal fluid metabolism in diabetic 
nephropathy rats and to explore the preventive and therapeutic mechanism of Zehuang Granule and its disassembled prescriptions. 
Methods: Diabetic rat model was induced by high glucose and high fat feedstuff with low-dosage streptozotocin. The rats were 
randomized into the model group, the control group treated with western medicine, the group treated with Zehuang Granule, the 
seperated prescriptions group, and a normal group was also set up. The levels of blood glucose(BG),triacylglycerol(TG),total 
cholesterol(TC),blood urea nitrogen(BUN),glycosylated hemoglobin(HbAlc), serum creatinine (Scr) and urinary albumin excretion 
rate(UAER) index were measured at the end of 12th week. The renal was observed for pathomorphology change. Western-Blot and 
RT-PCR were adopted to detect the protein and mRNA expression of AQP1 respectively in the kidney of each group, with β-actin as 
internal control. Restult: The levels of BG, TG, HbA1c in group treated with Zehuang Granule and western medicine decreased 
significantly compared with the model group(P<0.01); As well as the levels of TC, Scr, BUN ,UAER in group treated with Zehuang 
Granule and its seperated prescriptions compared with group treated with western medicine(P<0.01).Compared with the model group, 
the expression of AQP1 and AQP1 mRNA in kidney of group treated with western medicine, Zehuang Granule and the seperated 
prescriptions group were obviously up-regulated. Conclusion: Zehuang Granule and its disassembled prescriptions can up-regulate the 
expression of AQP1 in rat kidney, which might be its mechanism of regulating fluid metabolism, and also be the basis of preventing and 
treating diabetic nephropathy. 
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【摘要】目的  探讨肾脏水通道蛋白 1（AQP1）的表达与糖尿病肾病大鼠水液代谢异常和泽黄颗粒及其拆方防治作用的机制。
方法  用高糖高脂饲料加低剂量链脲佐菌素（STZ）诱导糖尿病大鼠模型，随机分为模型组、西药对照组、泽黄颗粒组、拆方
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组，另设正常组。于实验第 12周末检测BG、TG、TC、BUN、HbA1c、Scr及UAER指标；观察肾组织病理改变；运用Western-blot、
RT-PCR 方法检测 AQP1 在各组大鼠肾脏中的蛋白及 mRNA 表达变化，并以β-actin 作为内参照。结果  与模型组相比，泽黄
颗粒组和西药对照组大鼠 BG、TG、HbA1c 水平均明显下降（P＜0.01）；与西药对照组相比，泽黄颗粒组和拆方组大鼠 TC、
Scr、BUN、UAER 水平明显下降（P＜0.01, P＜0.05）。与模型组相比，西药对照组、泽黄颗粒组及拆方组大鼠肾脏 AQP1
蛋白、AQP1 mRNA表达明显上调。结论  泽黄颗粒及其拆方对 AQP1 的表达均有上调作用，这可能是其调节水液代谢的机制，
也是其防治糖尿病肾病的基础。 
【关键词】糖尿病肾病；水通道蛋白 1；泽黄颗粒；拆方 
糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是糖尿病（diabetes mellitus，DM）特有的严重的微血管并发
症，已成为糖尿病患者的主要死亡原因之一。DN 的病理特点是早期肾脏高灌注，导致肾小球滤过率增高，
肾小球基底膜（GBM）增厚，晚期出现肾小球结节样硬化，同时伴有肾间质和肾小管的病变。水液代谢紊
乱将导致糖尿病性微血管病变的发展。中医药疗法在防治糖尿病肾病的过程中具有独特的优势。本研究观
察泽黄颗粒及其拆方对高糖高脂饲料加 STZ诱导的糖尿病肾损害大鼠肾脏 AQP1 蛋白水平和基因水平的表
达、血糖（BG）、糖化血红蛋白（HbA1c）、尿白蛋白排泄率（UAER）等指标的变化，旨在探讨 AQP1
的表达改变与 DN 水液代谢异常的关系以及泽黄颗粒及其拆方的药理效应，为 DN 的防治及泽黄颗粒临床
应用提供依据。 
1 材料与方法 
1.1 材料 
1.1.1 动物  SD 大鼠，雄性，5 周龄，SPF级，共 60 只，体重为 170～210g，第四军医大学实验动物中心提
供，合格证号：SCXK（军）2007-007。 
1.1.2 药物  盐酸二甲双胍片，中美上海施贵宝制药有限公司；泽黄颗粒由黄芪、山药、丹参等药物组成，
活血利水组份由丹参、泽兰等药物组成，均为颗粒制剂，由第四军医大学天然药物研究所提供。 
1.1.3 试剂与仪器  链脲佐菌素（STZ）、胆固醇、胆酸钠，美国 Sigma 公司；兔抗大鼠 AQP1，武汉博士德
生物工程有限公司；辣根酶标记山羊抗兔 IgG，康为世纪； ABI Prism 7500 型荧光定量 PCR 仪，美国 Applied 
Biosystems；Image-Pro Plus6.0 专业图像分析软件，美国 Media Cybernetics。 
1.2 方法 
1.2.1 造模、分组及用药  将大鼠随机分成两组：正常组 10 只，糖尿病模型组 50 只。正常组喂食普通饲料；
糖尿病模型组喂食高糖高脂饲料（即普通饲料中加入 10%的猪油、20%的葡萄糖、2.5%的胆固醇、1%的胆
酸钠），在高糖高脂饲料喂养 4 周后，以 40mg/kg 一次性空腹腹腔注射 STZ（溶于 0.1mol/L枸橼酸盐缓冲
液，pH4.4），72 小时后检测血糖，以连续 3 次空腹血糖≥16.7mmol/L，尿糖阳性，尿微量白蛋白定性测量
阳性者确定为糖尿病模型制备成功。大鼠造模成功 39 只，随机分为模型组 10 只、西药对照组 10 只、泽黄
颗粒组 10 只、拆方组 9 只。该模型具有中度高血糖、高血脂、胰岛素抵抗以及典型的糖尿病肾病改变等特
点[1]。正常组用等量枸橼酸盐缓冲液腹腔注射。 
西药对照组以盐酸二甲双胍片 0.5g/(kg•d)灌胃，泽黄颗粒组以泽黄颗粒 4.23g/(kg•d)灌胃，拆方组以活
血利水组份 1.08g/(kg•d)灌胃，正常组、模型组大鼠以等量生理盐水灌胃。实验期间，各组大鼠自由饮水，
正常组大鼠进食普通饲料，模型组、西药对照组、泽黄颗粒组及拆方组大鼠进食高糖高脂饲料。 
1.2.2 标本采集  各组大鼠于实验第 12 周末置代谢笼内收集 24 小时尿液，检测尿量、尿白蛋白；再将大鼠
以 1%戊巴比妥钠 40mg/kg 腹腔注射麻醉后，心脏取血, 检测血糖（BG）、血肌酐(Scr)、血尿素氮( BUN)、
糖化血红蛋白（HbA1c）、三酰甘油(TG) 及胆固醇(TC)指标。采集肾脏标本，将 1/2 的肾脏放入 4%多聚甲
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醛中固定，行 HE 染色光镜检查；另 1/2 的肾组织放入液氮冻存，以备行 Western-blot 及实时荧光定量 PCR
（Real-time-PCR）检测。 
1.2.3 生化指标检测  BG、TG、TC、BUN、HbA1c、Scr 采用全自动生化分析仪测定，尿白蛋白采用化学发
光法于全自动蛋白分析系统测定，根据尿量计算 UAER。 
1.2.4 病理学观察  HE 染色，光镜观察肾小球、肾小管、肾间质的形态结构变化。 
1.2.5 AQP1 Western-blot 检测  用裂解液提取组织总蛋白，按 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，10% 
SDS-PAGE 电泳，转移蛋白至 PVDF 膜上。5%脱脂奶粉封闭，AQP1 多克隆抗体（1:200 稀释）4℃孵育过
夜，二抗（1:3000 稀释）与膜 37℃孵育 1 小时。化学发光法发光成像。以β-actin 作为内参照，来对目的
蛋白表达水平进行半定量分析。 
1.2.6 AQP1 real-time-PCR 检测  （1）总 RNA 的抽提：采用一步法提取总 RNA（试剂盒购自 TaKaRa 公司），
紫外分光光度计测定浓度。（2）逆转录 cDNA：利用 MBI 公司反转录试剂盒将总 RNA 反转录为 cDNA，
反转录条件 37℃，1 小时；95℃，5 分钟。灭活 MMLV 后置于冰上备用。AQP1 引物序列，上游：5’-TTG 
TCT GTG GCT CTT GGA CA-3’，下游：5’-GTC TGT AAA GTC GCT GCT G-3’。β-actin 引物序列，
上游：5’-AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT-3’，下游：5’-GAG CCA CCA ATC CAC ACA GA-3’。
（3）按照 TaKaRa 试剂盒说明配置 PCR 反应液，进行 PCR 溶解曲线的检测和相对定量，采用两步法扩增标
准程序：第一步：预变性 Cycles：1，95℃ 10 秒；第二步：PCR 反应：Cycles：40，95℃ 5 秒，60℃ 34 秒，
监测荧光信号，每个样品做 3 个平行管。采用β-actin 作为内参照。用 ABI prism 7500 SDS software 分析结
果。采用 2－△△Ct 法进行数据的相对定量分析。其中，ΔΔCt=（Ct 目的基因－Ct 内参基因）模型组/给药组－（Ct 目的基因－
Ct 内参基因）正常组，相对于正常组，模型组/给药组目的基因的表达差异倍数公式为：基因表达差异的倍数＝2－
△△Ct。Ct 值为循环阈值（cycle threshold），表示 cDNA 达到指数扩增所需的循环数。  
1.2.7 统计学处理  采用（ x s ）表示计量资料，采用 one-way ANOVA分析组间差异，组间两两比较用 t检
验。相关分析采用一元线性相关分析。以 SPSS17.0 software 进行统计学分析，P＜0.05 为差异有统计学意
义。 
2 结果 
2.1 一般状况观察  正常组大鼠体重稳定增长，皮毛光泽，一般情况良好；模型组大鼠均出现明显多饮、多
食、多尿，早期体重有所增加，后期一般情况变差，消瘦，皮毛无光泽，刺毛现象明显；泽黄颗粒组和西
药对照组大鼠一般情况较好，体重较稳定，“三多一少”症状较模型组明显减轻，皮毛光泽度较好；拆方
组大鼠一般情况差于泽黄颗粒组和西药对照组，但与模型组相比“三多一少”症状有减轻，皮毛有光泽。 
2.2 生化指标变化  实验 12 周末，西药对照组、泽黄颗粒组和拆方组大鼠 Scr、BUN、HbA1c、TG、TC、
UAER 与模型组相比差异均有统计学意义（P＜0.01，P＜0.05），但泽黄颗粒组大鼠 HbA1c、TG 下降水平
无西药对照组明显；泽黄颗粒组和西药对照组大鼠 BG 与模型组相比差异有统计学意义（P＜0.01），但拆
方组大鼠与模型组相比差异无统计学意义（P＞0.05），见表 1。 
表 1  各组大鼠 BG、TG、TC、BUN、HbA1c、Scr、UAER的变化（ x s ） 
组别 n BG(mmol/L) TG(mmol/L) TC(mmol/L) BUN(mmol/L) HbA1c(%) Scr(mg/dL) UAER（μg/min）
正常组 10 6.27±0.34** 0.51±0.01** 1.19±0.15** 6.41±0.18** 5.63±0.06** 0.20±0.01** 0.08±0.01** 
模型组 10 21.45±0.54 4.42±0.04 2.70±0.66 18.42±0.04 33.96±0.22 1.19±0.02 0.33±0.09 
西药对照组 10 12.56±3.92** 1.92±0.06** 2.46±0.48** 15.90±0.06△ 8.17±0.07** 0.91±0.01△ 0.27±0.03△ 
泽黄颗粒组 10 14.95±1.76** 2.72±0.03* 1.59±0.34** 8.79±0.07** 16.70±0.10** 0.45±0.01** 0.18±4.41** 
拆方组 9 21.80±2.82 1.56±0.02** 1.67±0.38** 10.84±0.04** 14.27±0.31** 0.80±0.02** 0.19±0.05** 
注：与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与泽黄颗粒组比较，△P＜0.05 
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2.3 肾组织的病理改变  正常组大鼠肾小球结构清晰、基底膜完整，肾小管上皮细胞排列整齐，肾间质中未
见炎症细胞浸润和纤维组织增生。模型组大鼠肾小球肥大，系膜区增宽，系膜细胞增生，肾小球内可见大
量红细胞淤积，肾小管上皮细胞肿胀、坏死、脱落，肾间质内可见单核细胞和淋巴细胞浸润。西药对照组
大鼠肾小球内可见红细胞淤积，肾小管上皮细胞偶见脱落、坏死，肾间质内可见炎症细胞浸润。泽黄颗粒
组大鼠肾小球内少见红细胞淤积，肾小管上皮细胞未见脱落，肾间质内偶见炎症细胞浸润。拆方组大鼠肾
小球未见肥大，系膜区未见增宽，肾小球内可见红细胞淤积，肾小管上皮细胞有肿胀、脱落，见图 1。 
 
图 1  各组大鼠肾组织 HE染色（×100） 
A 正常组；B 模型组；C 西药对照组；D 泽黄颗粒组；E 拆方组 
2.4 肾组织 AQP1 Western-blot  AQP1 蛋白表达结果显示，与模型组相比，西药对照组、泽黄颗粒组和拆方
组大鼠 AQP1 蛋白表达均明显增多，差异有统计学意义（P<0.01），见表 2，图 2-3。 
2.5 肾组织 AQP1 mRNA 的表达  RT-PCR 结果显示，与模型组相比，泽黄颗粒组和西药对照组大鼠肾组织
AQP1 mRNA 的表达明显增多（P<0.01），拆方组大鼠肾组织 AQP1 mRNA 的表达也有增多（P<0.05）。
见表 2、图 4。 
表 2  各组大鼠肾脏 AQP1 
Western-blot、real-time-PCR检测结果（ x s ） 
组别 n Western-blot AQP1 表达 
real-time-PCR AQP1 
mRNA(2-△△Ct值)
正常组 10 0.86±0.06** 1** 
模型组 10 0.28±0.03 0.22±0.03 
西药对照组 10 0.72±0.04** 0.63±0.02** 
泽黄颗粒组 10 0.51±0.02** 0.42±0.01** 
拆方组 9 0.53±0.03** 0.33±0.01* 
注：与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01 
 
图 2  各组大鼠肾组织 AQP1蛋白表达 
 
图 3  各组大鼠肾组织 AQP1蛋白半定量 
 
图 4  各组大鼠肾组织 AQP1 mRNA相对含量 
journal.newcenturyscience.com/index.php/gjems Global Journal of Endocrinology and Metabolism Studies，2015,Vol.2,No.1
 
Published by New Century Science Press 5
  
3 讨论 
AQP 是一个特异性跨膜转运水的蛋白质家族，Agre 研究小组于 1988 年在人类红细胞和肾小管细胞膜
首次发现了一个 28kDa 的疏水性跨膜蛋白，并将其命名为 CHIP28（28kDa 的通道样整合膜蛋白）[2]，接着
又证实了CHIP28参与水分子的跨膜转运[3]，1997年国际基因组将这种蛋白正式命名为水通道蛋白 1（aquapo 
-rin 1, AQP1）。作为第一个被发现的水通道蛋白，AQP1 广泛分布于机体组织细胞中，尤其是与水分泌和
吸收有关的上皮细胞和内皮细胞。在肾脏，AQP1 高表达于肾单位的近曲小管和髓袢降支细段上皮细胞的
顶质膜，介导原尿水重吸收和肾脏直小血管水转运[4]。AQP1 发现于红细胞膜，对调节血液与红细胞内液水
转运有重要意义，AQP1 能提高红细胞变形能力，与“血瘀证”发生密切相关。糖尿病肾病多伴血瘀、水
肿，本研究中 DM 大鼠 AQP1 mRNA 表达下调，导致 AQP1 合成减少，从而红细胞变形能力与水重吸收降
低，可见 AQP1 与血瘀和组织水肿有关。 
中医学的“消渴”即现代医学的糖尿病，日久则出现“尿浊”、“水肿”、“胀满”、“关格”等一
系列表现，与 DN 的临床症状十分相似。泽黄颗粒具有化瘀利水[5]功效。黄芪等共为君药，益气养阴、养
血益精，“气足、津旺”、“气行、血和”，利于该制剂活血利水效应之发挥，同时也是本研究的益气组
份；泽兰等为臣药，活血利水，因“血不利则为水”，活血以化瘀使瘀得除，血气运行通畅，则水肿得消，
即是本研究的活血利水组份；佐使药与君药伍用，寓补于清之中，达“提壶揭盖”之意，与臣药伍用，活
血利水而不伤阴，兼有育阴通便之功；并引药力入肺脾经。诸药合用，共奏“益气养阴、活血利水”功效。
临床观察证实，该制剂能明显改善早期 DN 患者水肿症状，降低 FPG、Bun、UAER、Scr、血液流变学等
指标[6]。 
本研究结果表明，泽黄颗粒能显著降低 DM 大鼠 BG、HbA1c、BUN、Scr、UAER 及 TC，改善“三多
一少”症状。而单纯用降糖西药（盐酸二甲双胍片）仅能降低 BG、HbA1c，对改善 DN 状态下的肾脏血流
动力学效果不佳。泽黄颗粒不仅能降低 BG 而且还可以全面调理 DN 状态时的血液流变学情况，减轻肾间
质炎症状态，延缓肾小球硬化的发生，从而对 DN起到保护作用。本研究中泽黄颗粒可显著上调 DM 大鼠
肾组织中的 AQP1 蛋白含量及 mRNA 的表达，因此可推测泽黄颗粒对 DM 大鼠肾脏的保护作用可能与上调
AQP1 的表达有关。但笔者发现在 DN 早期泽黄颗粒能减少大鼠的尿量和 UAER 与在 DN 晚期利水消肿，
增加尿量以减少 UAER 似乎矛盾，其机制有待于进一步探寻。AQP1 与高血糖和 UAER 之间的关系以及泽
黄颗粒的最佳效应组份有待进一步深入研究。 
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